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อุปกรณวิธีการ 
 

1. การแยกเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราสาเหตุโรคของพืชตระกูลกะหลํ่า 

การแยกเชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris สาเหตุโรคเนาดํา  
เก็บตัวอยางพืชท่ีแสดงอาการของโรคเนาดํา สังเกตจากบริเวณขอบใบจะปรากฏแผลสี

เหลืองลุกลามเขามาในเนื้อใบเปนรูปตัววี (v-shape) และเสนใบในบริเวณนี้จะเปล่ียนเปนสีน้ําตาล
หรือสีดํา นํามาลางน้ําไหล ผ่ึงใหแหง ฆาเช้ือท่ีผิวใบดวยแอลกอฮอร 70 เปอรเซ็นต จากน้ันตัดช้ิน
พืชตรงบริเวณรอยตอระหวางเนื้อเยื่อปกติและบริเวณท่ีเปนโรคเปนช้ินส่ีเหล่ียมขนาดประมาณ 3×3 
ตารางเซนติเมตร วางในหยดน้ํากล่ันฆาเช้ือบนสไลด ใชเข็มเข่ียขยี้ช้ินพืชใหละเอียด ท้ิงไวประมาณ 
5 นาที แยกเช้ือดวยการ streak เช้ือบนอาหาร Nutrient Agar (NA) บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง แยกเช้ือสาเหตุใหบริสุทธ์ิโดยเลือกโคโลนีเดี่ยวท่ีมีสีเหลืองลักษณะกลมนูน ขอบเรียบ 
เยิ้ม ผิวเปนมัน มา streak plate บนอาหาร NA อีกคร้ัง 

การแยกเชื้อ Alternaria brassicicola สาเหตุโรคใบจุดออลเทอนาเรีย  
เก็บตัวอยางพืชท่ีแสดงอาการของโรคลักษณะเปนจุดแผลเนื้อเยื่อตายสีน้ําตาลซอนกันเปน

วง มีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบแผล มาแยกเช้ือดวยวิธีแยกสปอรเดี่ยว (single spore isolation) โดย
นําใบบริเวณท่ีเปนแผลของโรคมาตรวจภายใตกลอง stereoscopic microscope ใช loop ท่ีลนไฟฆา
เช้ือแลวเข่ียกลุมสปอรบริเวณแผลลงบน slide ตรวจดูบริเวณท่ีโคนิเดีย (conidia) มีการกระจายตัว
มากท่ีสุดภายใตกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 100 เทาจากนั้นใช capillary ท่ีทําใหบริเวณปลายเปน
ปมขนาดเล็ก (knob) แตะเช้ือสาเหตุมา 1 โคนิเดีย ยายมาเล้ียงบนอาหาร PDA จํานวน 4 จุด บมเช้ือท่ี
อุณหภูมิหอง จากนั้นเพิ่มปริมาณเช้ือเพื่อใหทดสอบตอไป 
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 การแยกเชื้อ Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเห่ียวฟวซาเรียม 
เก็บตัวอยางพืชท่ีเปนโรคเหี่ยวฟวซาเรียม โดยอาการจะแสดงจากใบสวนลางเปล่ียนเปนสี

เหลืองและกานใบเหี่ยวลูลงดิน มาลางน้ําไหล ฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอร 70 เปอรเซ็นต จากนั้นบม
เช้ือในกลอง moist chamber เม่ือพบการเจริญของเสนใยเช้ือสาเหตุ ใชเข็มเข่ียฆาเช้ือ ยายเสนใยมา
เล้ียงบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง และแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 
Hyphal tip ตัดบริเวณปลายเสนใยของเช้ือ F. oxysporum ซ่ึงสรางเม็ดสี (pigment) บริเวณใตจาน
อาหารเปนสีมวง มาเล้ียงบนอาหาร PDA ใหม 

การแยกเชื้อ Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาคอดิน 
เก็บตนกลาพืชท่ีแสดงอาการของโรค โดยบริเวณโคนตนจะพบแผลฉ่ําน้ํา สีซีด พืชท่ีถูกเขา

ทําลายอาจลมหรือไมลมก็ได นํามาลางน้ําไหล ฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอร 70 เปอรเซ็นต จากนั้น
บมเช้ือในกลอง moist chamber เม่ือพบการเจริญของเสนใยเช้ือสาเหตุ เปนสีขาวฟู บริเวณแผล ใช
เข็มเข่ียลนไฟฆาเช้ือ ยายเสนใยมาเล้ียงบนอาหาร PDA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง และแยกเชื้อให
บริสุทธ์ิโดยใช cork borer เจาะบริเวณขอบโคโลนี (colony) ใชเข็มเข่ียยายช้ินเช้ือ (culture disc) ไป
เล้ียงบนอาหาร PDA ใหม 
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2. การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (Pathogenicity) 
เตรียมตนกลาคะนา อายุ 1 เดือน ในกระถางเพาะกลา เพื่อทดสอบความสามารถในการเกิด

โรคดังนี้ 

เชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris สาเหตุโรคเนาดํา 

เล้ียงเช้ือบนอาหาร NA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เตรียมสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรีย (bacterial 
suspension) ในน้ํากล่ันฆาเช้ือ ฉีดพนสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรียใหท่ัวบนใบคะนา คลุม
ถุงพลาสติก เพื่อรักษาความช้ืน บมเช้ือเปนเวลา 1 ถึง 2 สัปดาห เม่ือพบอาการใหเอาถุงพลาสติก
ออก ตรวจบันทึกอาการของโรค 

เชื้อ Alternaria brassicicola สาเหตุโรคใบจุดออลเทอนาเรีย 
หลังจากเล้ียงเช้ือบนอาหาร PDA เปนเวลา 7 วัน เตรียมสารแขวนลอยสปอร (spore 

suspension) ท่ีระดับความเขมขน 105 สปอรตอมิลลิลิตร โดยเติมน้ํากล่ันฆาเช้ือในจานอาหาร 10 
มิลลิลิตร ใชเข็มเข่ียฆาเช้ือขูดบริเวณผิวหนาอาหาร กรองดวยผาขาวบางเพ่ือแยกเสนใยท่ีติดมาออก 
จากน้ันนําสารแขวนลอยสปอรมานับจํานวนสปอรดวย Haemacytometer ปลูกเช้ือโดยวิธีฉีดพน 
สารแขวนลอยสปอรลงบนใบกลาคะนา คลุมดวยถุงพลาสติก เพื่อรักษาความชื้น เปนเวลา 2 วัน 
หลังจากนั้นเอาถุงพลาสติกออก ตรวจบันทึกอาการของโรค 

เชื้อ Fusarium oxysporum สาเหตุโรคเห่ียวฟวซาเรียม และเชื้อ Pythium aphanidermatum 
สาเหตุโรคเนาคอดิน 

หลังจากเล้ียงเชื้อบนอาหาร PDA เปนเวลา 5 วัน ยายเช้ือมาเล้ียงบนเมล็ดขาวฟางท่ีนึ่งฆา
เช้ือแลวปริมาตร 200 กรัม เปนเวลา 7 วัน จึงนําเช้ือท่ีเจริญบนเมล็ดขาวฟางมาคลุกดินในอัตรา 20 
กรัมตอดินนึ่งฆาเช้ือ 1000 กรัม ยายกลาคะนาลงปลูก คลุมดวยถุงพลาสติก เพื่อรักษาความช้ืน เปน
เวลา 7 วัน หลังจากนั้นเอาถุงพลาสติกออก ตรวจบันทึกอาการเกิดโรค 
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3. การเตรียมสารสกัดสมุนไพร 
สารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีทําการทดลอง ไดแก สารสกัดกานพลู ขม้ิน ชา และพริก สาร

สกัดกานพลูผลิตจากบริษัท ศรีสําอางค จํากัด สารสกัดขม้ินและพริกสกัดจากองคการเภสัชกรรม 
และชา เปนใบชาแหงท่ีบดแบบหยาบ ไดจากโครงการวิจัยของสํานักงานกองทุนสนับสนุนงานวิจัย 
(สกว) โดยมีการเตรียมสารสกัดดังนี้  

สารสกัดกานพลู อยูในรูปของเหลว สามารถละลายไดดีในน้ํา การเตรียมสารสกัดท่ีความ
เขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหดูดสารสกัดปริมาตร 3 มิลลิลิตร ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 97 มิลลิลิตร 
เขยาใหน้ํามันกานพลูแตกตัวเขากับน้ํา  

สารสกัดพริก เนื้อสารมีสีแดงเขมลักษณะหนึด การเตรียมสารสกัดท่ีความเขมขน 3 
เปอรเซ็นต ใหช่ังสารน้ําหนัก 3 กรัม ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนใหละลายจนเขา
กัน  

สารสกัดขม้ิน เนื้อสารมีสีเหลืองลักษณะหนึด ไมสามารถละลายในน้ําได การเตรียมสาร
สกัดท่ีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหช่ังสารน้ําหนัก 3 กรัม ละลายในเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร คนใหละลายจนเขากัน พักไวท่ีอุณหภูมิหอง เพื่อใหเอทานอลระเหยออกไป 
จากน้ันคอยๆ เติมน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร แลวกรองเอาน้ํามันออกดวยกระดาษ
กรอง เบอร 1 (Whatman no.1)  

ชา อยูในรูปของใบชาแหงบดแบบหยาบ เตรียมสารสกัดดวยการชั่งใบชาน้ําหนัก 50 กรัม 
แชในน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นค้ันเอาน้ําดวยผาขาวบาง จะไดน้ํา
ค้ันจากใบชาแหงบด การเตรียมสารสกัดท่ีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหดูดสารสกัดปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 97 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

เก็บรักษาสารสกัดท่ีเตรียมไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนํามาใชใหนึ่งฆาเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที และควรเขยาทุกคร้ัง
กอนนํามาใช 
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4.  การทดสอบผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชตระกูล
กะหลํ่าในสภาพหองปฏิบัติการ 

การทดลองแบงเช้ือออกเปน 2 กลุม คือ กลุมเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช และกลุมเช้ือรา
สาเหตุโรคพืช ทดสอบดวยวิธี soaking method โดยเร่ิมตนท่ีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และลดความ
เขมขนลงทุกๆ 2 เทา (two-fold dilution) คือ 3 1.5 0.75 0.38 0.19 เปอรเซ็นต เปนตน จนกระท่ังพบ
ชวงความเขมขนของสารสกัดแตละชนิดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได และคํานวนหา
เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ  

จากนั้นนําชวงความเขมขนดังกลาวมาหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) คือ
คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได ทดสอบดวยวิธี soaking method โดยลด
ความเขมขนภายในชวงความเขมขนท่ีคัดเลือกลงทุกๆ 4 เทา (four-fold dilution) และคํานวณหา
เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันแทนสารสกัด ทดสอบกรรมวิธีละ 
4 ซํ้า จนกระท่ังไดคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือไดเทากับหรือ
มากกวา 90 เปอรเซ็นต ดัดแปลงตามวิธีการของ Moreira et al. (2005) และ Bajpai et al. (2006)  

 

กลุมท่ี 1 เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
ทดสอบดวยวิธีการนับโคโลนี (Colony Counting Method) โดยแชสารแขวนลอยเซลล

แบคทีเรีย ท่ีความเขมขน 103 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในสารสกัดจากพืชสมุนไพร
ท้ัง 4 ชนิด ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที แลว spread plate บน
อาหาร NA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ทดสอบกรรมวิธีละ 4 ซํ้า จากนั้น
ตรวจนับจํานวน colony ของเช้ือแบคทีเรียเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสาร
สกัด คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ และคัดเลือกชวงความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือได จากนั้นหาคา MIC ดวยการแชสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรียในสารสกัดดวยวิธีการ
ดังกลาวขางตน  

เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ  = 
จํานวนโคโลนีชุดควบคุม - จํานวนโคโลนีชุดทดสอบ 

x   100 
จํานวนโคโลนีชุดควบคุม 
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กลุมท่ี 2 เชื้อราสาเหตุโรคพชื 
การทดลองแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ดังนี ้

ขั้นตอนท่ี 1 การคัดเลือกสารสกัดจากพืชสมุนไพรและการหาคา MIC 
นําช้ินเช้ือ (culture disc) ของเช้ือ Alternaria brassicicola, Fusarium oxysporum และ 

Pythium aphanidermatum ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA เปนเวลา 7 วัน 5 วัน และ 3 วัน ตามลําดับ นํา 
culture disc ขนาด 3 มิลลิเมตร ของเช้ือแตละชนิด แชในสารสกัดจากพืชสมุนไพรกานพลู ขม้ิน ชา 
และพริก เปนเวลา 10 นาที จึงยายมาเล้ียงบนอาหาร PDA บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด ทดสอบ
กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ตรวจวัดขนาดเสนผาศูนยกลางการเจริญของเช้ือ A. brassicicola ทุก 3 5 7 10 และ 
15 วัน เชื้อ F. oxysporum ทุก 2 3 4 และ 5 วัน และเช้ือ P. aphanidermatum ท่ี 1 2 และ 3 วัน 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารสกัด คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ 
คัดเลือกชวงความเขมขนของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแตละชนิด และนําชวงความ
เขมขนดังกลาวมาหาคา MIC ดวยการแช culture disc ของเช้ือราในสารสกัดดวยวิธีการดังกลาว
ขางตน 

เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ  = 
ขนาดโคโลนีชุดควบคุม – ขนาดโคโลนีชุดทดสอบ 

x   100 
ขนาดโคโลนีชุดควบคุม 

 

ขั้นตอนท่ี 2 การทดสอบเล้ียงเชื้อสาเหตุบนอาหารผสมสารสกัดจากพืชสมุนไพร (Poisonous Agar)  
 เม่ือไดคา MIC ของสารสกัดแตละชนิดในขั้นตอนท่ี 1 เพื่อศึกษาผลของสารสกัดตอการ

เจริญของเช้ือสาเหตุรวมถึงความผิดปกติท่ีอาจเกิดข้ึนกับเสนใยหรือสปอร จึงนําสารสกัดท่ีคัดเลือก
ไดท่ีความเขมขนตํ่ากวาคา MIC ผสมในอาหาร PDA วาง culture disc ของเช้ือบริเวณกลางจาน
อาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด ตรวจวัดขนาดเสนผาศูนยกลางการเจริญของเช้ือเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารสกัด คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ บันทึกภาพและ
ลักษณะการเจริญของเสนใยและสปอรภายใตกลองจุลทรรศน  
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ขั้นตอนท่ี 3 การทดสอบผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรตอความงอกของสปอรเชื้อราสาเหตุ         
ทดสอบดวยวิธีแชสารแขวนลอยสปอรของเช้ือสาเหตุในสารสกัดจากพืชสมุนไพรระดับ

ความเขมขนท่ีคา MIC เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยดบนอาหาร WA ในชุด slide culture ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง ตรวจวัดความงอกของสปอร และลักษณะการงอกของสปอร
ภายใตกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารสกัด คํานวณหา
เปอรเซ็นตยับยั้งความงอกของสปอร  

 

5.  การทดสอบความเปนพิษ (phytotoxic) ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรบนตนกลาพืชตระกูล
กะหลํ่า 

 เม่ือคัดเลือกสารสกัดจากพืชสมุนไพรและไดคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือสาเหตุไดเทากับหรือมากกวา 90 เปอรเซ็นต (MIC) แลว นําสารสกัดแตละชนิดท่ีความ
เขมขนสูงสุดตามคา MIC มาทดสอบความเปนพิษกับพืช โดยแบงเปนกรรมวิธีการพนสําหรับเช้ือท่ี
อยูในอากาศ และราดบริเวณโคนตนกลาสําหรับเช้ือท่ีอาศัยอยูในดิน ใชพืชตระกูลกะหลํ่าท่ีมีอายุ 1 
เดือน สังเกตอาการไหมท่ีปรากฏบนใบและตนพืช หากไมปรากฏอาการใดๆ บนตนกลา จัดวาสาร
สกัดชนิดนั้นไมแสดงความเปนพิษตอพืช สามารถนําไปใชทดสอบในสภาพโรงเรือนได 

 
6.  การทดสอบผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรความเขมขนสูงสุดท่ีมีตอความงอกของเมล็ด 
 หลังจากทดสอบความเปนพิษของสารสกัดแตละชนิดตอตนพืชแลว นําสารสกัดท่ีไมแสดง
ความเปนพิษท่ีความเขมขนสูงสุดตามคา MIC มาทดสอบผลท่ีมีตอความงอกของเมล็ด โดยแชเมล็ด
คะนาท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิวดวย Clorox 1% เปนเวลา 3 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือจํานวน 3 
คร้ัง จากนั้นแชในสารสกัดแตละชนิดความเขมขนสูงสุดตามคา MIC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ผ่ึงเมล็ดให
แหงโดยวางบนกระดาษกรองฆาเช้ือ จากน้ันเพาะบนกระดาษช้ืน (blotter method) ทํากรรมวิธีละ 
100 เมล็ด ตรวจดูเปอรเซ็นตความงอกและลักษณะการงอกเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ัน
ฆาเช้ือ 
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7. การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรในการควบคุมการเกิดโรคบนตนกลาคะนา 
 หลังจากท่ีไดคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือไดเทากับ
หรือมากกวา 90 เปอรเซ็นต (MIC) แลว นําสารสกัดความเขมขนท่ีคาดังกลาวมาทดสอบเพ่ือดูผล
ของสารสกัดตอการควบคุมการเกิดโรคบนตนกลาคะนา โดยนําเมล็ดท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิวดวย 
Clorox 1% เปนเวลา 3 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือจํานวน 3 คร้ัง จากนั้นแชในสารแขวนลอย
ของเช้ือสาเหตุแตละชนิดท่ีผสมกับสารสกัดความเขมขนท่ีคา MIC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เพาะเมล็ด
คะนาบนดินท่ีผานการฆาเช้ือ รดน้ําตามปกติ ตรวจนับจํานวนตนกลาท่ีแสดงอาการของโรคเนาดํา 
โรคใบจุดออลเทอนาเรีย โรคเหี่ยวฟวซาเรียม และโรคเนาคอดิน เม่ือตนกลาอายุ 7 ถึง 14 วัน 
 
8. การเปรียบเทียบสารเคมีควบคุมโรคพืชและสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการควบคุมเชื้อราและ

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชตระกูลกะหลํ่าในสภาพหองปฏิบัติการ 

 8.1 การทดสอบเล้ียงเชื้อสาเหตุบนอาหารผสมสารเคมีควบคุมโรคพืช    
 สารเคมีควบคุมโรคพืชท่ีใชในการทดลองมี 4 ชนิด ไดแก copper oxychloride (Cupravit), 
iprodione (Rovral), carbendazim (Carbenzin 50) และ metalaxyl+mancozeb (Ridomil Gold) 
ทดสอบกับเช้ือ X. campestris pv. campestris, A. brassicicola, F. oxysporum และ P. 
aphanidermatum ตามลําดับ ใชความเขมขนตามอัตราแนะนํา 

ช่ือสามัญ   ช่ือการคา  สารออกฤทธ์ิ 
1. copper oxychloride  Cupravit  dicopper chloride trihydroxide  

84% WP  
2. iprodione   Rovral   3-(3,5-dichlorophenyl)-N-isopropyl- 

2,4-dioxo-imidazolidine-1-
carboxamide 75% WG 

3. carbendazim  Carbenzin 50  mythyl benzimidazole-2-ylcarbamate  
50% WP 

4. metalaxyl+mancozeb Ridomil Gold  methyl N-(2-methoxyacetyl)-N- 
(2,6-xylyl)-DL-alaninate  8%  
manganese ethylenebis 
(dithiocarbrmate) polymeric complex 
with zinc salt  64%  total  72% WP 
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อัตราแนะนําและวิธีการคํานวณสารเคมีควบคุมโรคพืชแตละชนิดแสดงในภาคผนวก นํา 
stock solution ของสารเคมีควบคุมโรคพืชแตละชนิดผสมในอาหาร PDA และ NA ท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 
เขยาใหเขากันแลวจึงเทในจานอาหารเล้ียงเช้ือ ทํากรรมวิธีละ 4 ซํ้า 

นําสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรียของเช้ือ X. campestris pv. campestris เขมขน 103 เซลลตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา spread plate บนจานอาหาร NA ผสมสารคอปเปอร ออกซิคลอ
ไรด (copper oxychloride) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของเช้ือ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ัน
ฆาเช้ือแทนสารเคมีควบคุมโรคพืช และคํานวนเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญ 

หลังจากเล้ียงเช้ือ A. brassicicola, F. oxysporum และ P. aphanidermatum บนอาหาร PDA 
เปนเวลา 7 5 และ 3 วัน นํา culture disc ขนาด 3 มิลลิเมตร ของเช้ือแตละชนิด ยายเล้ียงบนอาหาร 
PDA ผสมสารไอโพรไดโอน (iprodione) คารเบนดาซิม (carbendazim) และเมทาแลกซิลผสมแมน
โคเซ็บ (metalaxyl+mancozeb) ตามลําดับ ตรวจวัดขนาดเสนผาศูนยกลางการเจริญของเช้ือ 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารเคมีควบคุมโรคพืช และคํานวนหาเปอรเซ็นต
ยับยั้งการเจริญ 
 

8.2 การทดสอบเล้ียงเชื้อสาเหตุบนอาหารผสมสารสกัดจากพืชสมุนไพร   
สารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีคัดเลือกไดจากกรรมวิธีท่ี 3 จะถูกนํามาผสมกับอาหาร PDA 

และ NA ท่ีเตรียมแบบลดนํ้า (ภาคผนวก) เพื่อใหไดความเขมขนท่ีคา MIC ของสารสกัดแตละชนิด 
เขยาใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเช้ือ แลวจึงเทในจานอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นนําเช้ือแบคทีเรียและเช้ือ
รามาเล้ียงบนจานอาหารผสมสารสกัดตามวิธีการขางตน 
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9.  การทดสอบศักยภาพของสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการควบคุมโรคพืชตระกูลกะหลํ่า
เปรียบเทียบสารเคมีควบคุมโรคพืชในสภาพโรงเรือน  

 จากผลการทดสอบในสภาพหองปฏิบัติการ นําสารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีคัดเลือกวามี
ศักยภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืชตระกูลกะหลํ่าแตละชนิด ความเขมขนท่ีคา MIC มา
ทดสอบศักยภาพในการควบคุมโรคในระดับแปลงปลูก เปรียบเทียบกับสารเคมีควบคุมโรคพืช โดย
เตรียมตนกลาพืชตระกูลกะหลํ่าอายุ 3 สัปดาห ปลูกเช้ือดวยวิธีการดังนี้ 
 ปลูกเช้ือ X. campestris pv. campestris และ A. brassicicola โดยการพนสารแขวนลอยของ
เช้ือลงบนใบพืช คลุมแปลงเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหความช้ืน จากนั้นจึงพนสารสกัดและสารเคมี
ควบคุมโรคพืช สังเกตอาการของโรคทุกวัน พนสารซํ้าในวันท่ี 3 หลังจากพนคร้ังแรก และพนอีก
เม่ือพบวาอาการของโรคเร่ิมลุกลาม 
 ปลูกเช้ือ F. oxysporum และ P. aphanidermatum โดยเล้ียงเช้ือบนเมล็ดขาวฟางนึ่งฆาเช้ือ
เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนําเมล็ดขาวฟางท่ีมีเช้ือเจริญ โรยบริเวณรองตรงกลางระหวางตนกลาใน
แปลง กลบดินและรดน้ําใหชุม บมเช้ือเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จึงราดสารสกัดและสารเคมีควบคุมโรค
พืช ในปริมาตรท่ีเทากัน สังเกตอาการของโรคทุกวัน ราดสารซํ้าในวันท่ี 3 หลังจากราดคร้ังแรก 
และราดอีกเม่ือพบวาอาการของโรคเร่ิมลุกลาม 

ตรวจบันทึกอาการของโรค วัดดัชนีการเกิดโรค เปอรเซ็นตดัชนีการเขาทําลาย และจํานวน
ตนท่ีเปนโรค เม่ือทดสอบดวยสารสกัดเปรียบเทียบกับสารเคมีควบคุมโรคพืช วางแผนการทดลอง
แบบ Randomize Complete Block Design (RCBD) 

ดัชนีการเกิดโรคแบงเปน 5 ระดับ ไดแก (เกษม, 2532) 
0  =  ไมเกิดโรค    1   =   พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย  1-25 เปอรเซ็นต 
2       =  พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย 26-50 เปอรเซ็นต     3   =   พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย 51-75 เปอรเซ็นต 
4       =  พื้นท่ีใบถูกเขาทําลาย 76-100 เปอรเซ็นต 
 

% ดัชนีการเขาทําลาย  = 
ผลรวมการเปนโรคแตละระดับ 

× 
100 

จํานวนตนพืชท่ีสุม ระดับสูงสุดของการเปนโรค 


